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La presente invention concerne des complexes organiques a base de sitosterols, 
d'acylglycerols et de strontium et leur utilisation dans le domaine pharmaceutique et 
1'mdustrie dietetique. Elle a trait egalement a des methodes pour traiter diverses maladies, 
en particulier des maladies osseuses et sanguines, par administration de ces complexes. Elle 
concerne aussi des compositions pharmaceutics contenant ces complexes, en particulier 
pour tiaiter les maladies osseuses, telles que l'osteoporose, et pour traiter des h6mopathies. 
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Les acylglycerols, plus particulierement les acylglycerols d'acides gras, sont presents dans la 
plupart des veg6taux et sont des constituants majoritaires des corps gras vegetaux et 
animaux. Seuls varient d'un acylglycerol a l'autre le nombre d'acides gras, leur position sur 
le glycerol, leur longueur de chaine ct le nombre de leurs eventuelles insaturations. U pent 
15 s'agir, en particulier, de mono-, di- ou triacylglycerols. Le sitosterol, dont il existe deux 
isomeres actifs le y et le p sitosterol, est, lui aussi, un constituant de l'ensemble des. 
veg6taux. Certains extraits totaux de plantes qui, comme la majorite des plantes, contiennen| 
parmi leurs ties nombreux constituants des flavonoTdes, tannins, saponines, coumarines' 
alcaloYdes, tiiterpenes, st6rols, carbohydrates et/ou glycosides ont ete d6crits pour leu| 
20 activit6 therapeutique, en particulier hypoglycemiante, comme par exemple l'extrait 
d'accacia (Egypt. J. Pharm. Sci., 1992, 33 (1-2), 327-340), ou l'extrait de teucrium 
oliverianum (Fitoterapia, 1984, 55(4), 227-230). Aucun lien entre l'activite et la fraction 
contenant les sterols n'est etabli. Les travaux des auteurs de la presente demande les ont deja 
conduit a decrire, dans differents brevets, differentes associations, en particulier sous forme 
25 de complexes organometalliques utilisables dans le traitement et/ou la prevention de 
l'hyperglycemie, du diabete et des maladies connexes. On citera en particulier la demande 
de brevet WO 96/23811 qui decrit des complexes organom6talliques a base de sitosterols et 
d'acylglyc6rols, le metal etant en particulier le vanadium. 
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L'osteoporose est une maladie caracterisee par une masse osseuse faible et une deterioration 
du tissu osseux, conduisant a une fragilite osseuse et ainsi a une augmentation du risque de 
fractures des os. L'osteoporose pent toucher l'ensemble du squelette et cause des fractures 
essenliellemcnt au niveau de la hanche, du poignet ou du rachis dorsal ou lombaire. 
L'osteoporose est un probleme de sante publique majeur et global, accru par le 
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vieillissement de la population. En outre, meme si Posteoporose est souvent relive aux 
personnes de plus de 50 ans, cette maladie peut arriver a tout age. Certains facteurs sont lies 
au developpement de Posteoporose ou contribuent h la probability de d6velopper cette 
maladie, on les appelle les facteurs de risque. Ainsi, il est etabli qu'une femme est plus 
5 susceptible d'etre atteinte de cette maladie qu'un homme, il en est de m§me pour les 
personnes agees, les os devenant moins denses et done plus fragiles avec Page, pour les 
personnes fines et/ou de petites tailles, etc. Chez Padulte, le capital osseux est la resultante 
de P&juilibre entre la resorption osseuse par les osteoclastes et la formation osseuse par les 
osteoblastes jusqu'a Page de 30 ans, la densite osseuse commenfant a diminuer a partir de 

10 cet &ge. A la menopause, la perte osseuse chez la femme est accel6ree avec la d^ficience en 
cestrogene qui augmente Pactivite des osteoclastes, conduisant alors a une resorption 
osseuse plus importante que la formation osseuse. L' amenorrhea les taux bas en cestrogene, 
le taux bas en testosterone chez Phomme, Panorexie, certains traitements medicamenteux 
(tels que les glucocorticoides, certains anti-convulsifs), un regime alimentaire a faibles 

15 doses en calcium et vitamine D, le tabagisme ou Pusage excessif d'alcool sont des facteurs 
de risque supplementaires. 

Un certain nombre de traitements therapeutiques preventifs ou curatifs contre Posteoporose 
sont decrits ou actuellement utilises, tels que des biphosphonates, la calcitonine, des 
20 traitements hormonaux (cestrogene et progestin), des modulateurs selectifs au recepteur a 
Poestrogdne (raloxifene). 

Un nouveau medicament en cours d'enregistrement dans le traitement de Posteoporose 
utilise le strontium comme principe actif. Ainsi, certaines publications, notamment 
Reginster J.-Y., Current Pharmaceutical Design, 2002, 8, 1907-1916, d6crivent Pactivite du 

25 ranelate de strontium dans le traitement de Posteoporose. Une etude de deux ans en double 
aveugle sur des femmes post-m6nopausees ayant pris une dose de 2g/jour de ran&ate de 
strontium a montre une augmentation significative de la densite min&rale osseuse au niveau 
des vert&bres lombaires. En outre, il a ete observe, durant cette etude, que la phosphatase 
alkaline osseuse (marqueur de la formation osseuse) a augmente de mantere significative et 

30 qu'un marqueur de la resorption osseuse a diminuS, ceci montre que le ranelate de strontium 
joue sur les deux activit6s biologiques, ce qui aboutit k une augmentation de la densite 
osseuse. 

Des travaux r6alis6s avec le chlorure de strontium (strontium chloride) et avec le ranelate de 
strontium ont demontre une double action sur les effecteurs cellulaires de Pequilibre osseux: 
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stimulation de la multiplication des ostdoblastes, et inhibition de la multiplication des 
osteoclastes. 

L'activite therapeutique chez l'animal necessite des doses elevees de strontium (200 mg de 
ranelate de strontium/jour, correspondant a 68,2 mg de strontium metal) et s'accompagne 
5 d'une fixation de strontium dans l'os relativement importante, avec un turn-over 
d'elimination qui induit un effet toxique (lyse osteomalacique de l'os) a partir de 800 
mg/jour de ranelate (4 fois la dose active). Cet effet deletere de fixation de strontium dans 
l'os n'est pas considers en deca de ces doses comme toxique car il n'altere pas les qualites 
mecaniques de l'os. 

10 Toutefois, il apparait, selon certains auteurs, que le strontium peut avoir des effets nefastes 
lorsque la quantite fixee dans l'os devient trop 61ev6e, en particulier lors d'une alteration de 
la fonction renale (Martine Cohen-Solal, Nephrol Dial Transplant (2002) 17 [Suppl. 2] : 30- 
34). 

15 Des travaux recents ont demontre qu'il existait une correlation entre le nombre; 

d'osteoblastes et le nombre de cellules souches hematopoi6tiques. Les procedes induisant . 

une augmentation du nombre des osteoblastes induit une augmentation simultanee des ; 

cellules souches hematopoietiques ("Osteoblastic cells regulate the haematopoietic stem cell,, 

niche", Calvi L.M. et al., Nature. 2003 Oct 23;425(6960):841-6. et "Identification of the^ 
20 haematopoietic stem cell niche and control of the niche size", Zhang J. et al., Nature. 2003 ... 

Oct 23;425(6960):836-41). 

La stimulation de la reproduction des osteoblates par le strontium est done susceptible 
d'induire une stimulation des cellules souches hematopoietiques. 

25 Disposer d'un actif pharmaceutique utilisable a plus faibles doses, tout en presentant une 
activit6 pharmacologique au moins equivalente a celle des sels de strontium utilises a ce 
jour, serait d'un grand interet therapeutique (diminution des risques nefastes) et 
6conomique. 
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La presente invention propose done de nouveaux complexes organiques a base de 
sitosterols, d'acylglycerols et de strontium permettant d'augmenter la biodisponibilit6 du 
strontium. Les auteurs de la presente invention ont en effet constate qu'en administrant a un 
animal des complexes organiques particuliers contenant du strontium, une croissance 



4 



osseuse est constatee, meme a de faibles doses en strontium, tout en presentant une moindre 
fixation du strontium k Vos. 

La presente invention a done pour objet, selon un premier aspect, de nouveaux complexes 
5 organometalliques susceptibles d'6tre obtenus par reaction de: 
Au moins un cation de strontium, 

- Le sitosterol ou un extrait vegetal en contenant, 

- Au moins un mono-, d'un di- ou d'un triglyceride repondant a la formule (I): 
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CH 2 OR2 



CH 2 OR 3 



dans laquelle: 

-Rl est un reste acyle d'acide gras en C14 a C24 sature ou non, lineaire ou ramifie, de 
ITiydrogene, ou un mono-, un di- ou un tri- galactose ou glucose, 
-R2 est un reste acyle d'acide gras en C2 a CI 8, lineaire ou ramifie, sature ou non, 
15 -R3 est un reste acyle decide gras en C14-C24 sature ou non, lineaire ou ramifie, ou un 
atome dliydrogene. 

Selon une variante preferee, Tun au moins des groupements Rl ou R3 de la formule (I) ci- 
dessus est constitue d'un reste acyle d'acide oleique (CI 8: 1 [cis]-9). 
20 Selon une autre variante pref6r£e, R2 presente une insaturation, de preference il represente 
un reste d'acide oleique ou d ! un de ses isomeres de position de la double liaison (cis-6, 7, 9, 
1 1, 12 et 13) ou d'un de ses isomeres isoramifies. 
Selon une autre variante, R2 represente un groupe acetyl. 

Selon une variante particulierement avantageuse de l'invention, R3 de la formule (I) ci- 
25 dessus represente 1' atome d'hydrog&ie. 



Les complexes de invention se forment relativement aisement par melange des trois types 
de constituants en les maintenant generalement h une temperature comprise entre 30°C et 
4Q°C pendant une douzaine d'heures ; la reaction catalytique de fabrication du complexe se 
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fail de facon plus lente a tempdrature ambiante (5 a 8 jours a 25°C) ; le complexe ne se 
fabrique que peu ou pas si le melange est maintenu au froid. 

Ainsi done, la demanderesse a clairement mis en evidence l'effet favorable d'une elevation 
5 de temp6rature, en particulier entre 30 'et 40°C, sur la reaction intervenant entre les 
constituants du complexe de l'invention. 

Les trois types de composes r6agissent tres aisement, par leur mise en solution dans un 
solvant organique, par exemple le dichloromethane, l'6ther, le chloroforme, le methanol, 
10 l'ethanol ou l'acetate d'6thyle qui seront 6vapor6s par la suite. 

Le cation du strontium utilisable pour preparer les complexes selon l'invention est done un 
cation divalent susceptible de se complexer avec les deux types de derives organiques ci- 
dessus. A titre d'exemples de sels de strontium susceptibles d'Stre utilises dans la presente 

15 invention pour fournir le cation de strontium, on peut notamment citer les dihalogenures, 
plus specifiquement le dichlorure, les sulfates, les hydrates, qui peuvent etre 
avantageusement dissous dans l'eau ou parfois dans des alcools. On peut encore citer des 
derives organiques de strontium comme les acetylac6tonates, les alcoolates, en particulier le 
ranelate de strontium, ou des complexes de strontium avec des solvants organiques, par 5 

20 exemple des ethers, le THF, la DMF. Ces d£riv6s organiques de strontium soritF 
generalement solubles dans des solvants organiques, plus particulierement dans des solvants 
chlores comme le chloroforme ou le dichlorom6thane. 

Le sitosterol utilis6 pour la preparation des complexes de l'invention peut etre sous forme p 
25 ou y. On peut £galement utiliser un melange de ces deux sterols. 

Le sitosterol existe sous forme commerciale. Mais il est alors generalement en melange avec 
du campestdrol. Dans ces produits commerciaux generalement extraits du soja, le p- 
sitosterol ne repr6sente que 50% du produit, l'impurete principale etanl le campesterol. Une 
30 autre origine commerciale interessante est obtenue a partir du tall-oil, dans laquelle le 
sitosterol reprcsente plus de 75 % du produit. On pourra obtenir du p-sitosterol presentant 
une purete sup6rieure a 95 %, voir mSme de 99 %, cn procedant de la facon suivante : on 
fait plusieurs recristallisations successives a l'acelone du melange commercial, ce qui 
permet de prepurifier le P-sitost6roI par elimination du campestanol et du sitostanol presents 
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dans le melange. Puis, on fait subir au produit ainsi prepurifie 1 & 3 etapes de purification 
par chromatographic liquide haute pression sur colonne preparative CI 8 en utilisant des 
melanges eluants, tels que le methanol, en particulier du methanol a 100 % ou des melanges 
de m6thanol et d'ac&onitrile, en particulier des melanges 80-20 ou tout melange 
5 intermSdiaire permettant d'obtenir le sitosterol avec une purete superieure h 95 voir meme a 
99 %. Cette purete est d6terminee par chromatographic en phase gazeuse. 

On peut 6galement preparer le sitosterol par extraction k partir de vegetaux selon des 
techniques d6crites dans la literature, par exemple P95 de la these presentee a Montpellier 
10 par Claude Cerdon ayant pour titre : « Modulation de la production de sapogenines 
st6roidiques en reponse a Tinhibition de la synthese de sterols ». 

Cette extraction est avantageusement realisee par complexation des metaux selon le proc6d6 
decrit en particulier dans le brevet frangais N°. 2 316 247 dans lequel est decrit un precede 
15 pour isoler les 3-hydroxysteroides et les 3 oxost6rodes de melange contenant ces composes. 

Pour realiser cette extraction, on pourra utiliser tout vegetal ou produit d'origine vegetale 
connu pour sa teneur relativement elevSe en sitosterol. 

20 A titre d ! exemples de vegetaux ou de produits d ! origine vegetale a teneur relativement 
61ev6e en sitosterol libre 3 on citera en particulier Thuile d f olive, lliuile de soja, les feuilles de 
coton, les feuilles de caf6, les germes de bl6. 

II faut preciser cependant que la fraction sitosterol libre contient une proportion variable 
25 selon les vegetaux des isomeres 24 R et 24 S, proportion mal connue car peu ou pas etudiee, 
et qui parait expliquer une meilleure activity relative de la fraction sterol de certains 
vegetaux et surtout Texces de sitosterol necessaire lors de la fabrication des nouveaux 
produits. 

30 Les acylglycerols de formule (I) utiles pour la preparation des complexes selon Pinvention 
peuvent etre isoles dans la plupart des vegetaux. 

Plus g6n6ralement, la fraction chimique contenant ces produits peut etre extraite de labiees, 
ortie (urtica dioica et urens), de la sauge, les bugles, la luzerne ou alfalfa (medicago sativa), 
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les eucalyptus (globulus, delegatensis), l'angelica archangelica et l'angelica sinensis, les 
ombelliferes, le gymnema sylvestre (asclepiadaceae), le marsdenia condurango, le 
momordica charantia, le gtngko biloba, le chardon-marie, le the vert, le the noir (camelia 
sinensis), la rhubarbe, le dioscorea dumetorum (dioscoreaceae), l'indigofera arrecta 
5 (papilionaceae), le pittosporaceae, ragrimonia eupatoria, le curcuma xanthorrhiza (roxb.), 
l'uncaria gambier (roxb.), le swertia chirayita (roxb.), les res6dacees (reseda, phyteuma, 
lutea, alba, luteola), l'harpagophytum, les rubiacees, les gentianxcaes, l'asparagus 
racemosus, le dioscorea dumetorum (dioscoracese), l'aubepine (Crataegus oxyacantha), le 
gui (viscum album), les pal6tuviers (rhizophoracees), les palmiers, le kaki, les chenes, le 
10 chene a galle (fagacees), les ronces, lliamamelis (hamamelidacees), le ratanhia 
(krameriac6es), le salicaire (lythracees), le calophyllum (clusiacees), les acacias, l'acacia a 
cachou (Legumineuses mimosoidees), le quebracho (anacardiacees), les raisins (vitis 
vinifera, ampelidacees), les cassis (saxifragacees dont ribes nigrum), les myrtilles 
(erieaeees), les mures (rubus fructicosus), le sureau, le choux-rouge, l'ail (allium sativum), le 
15 coriendre (coriandrum sativum), le juniper (juniperus communis), les pins (abietacees), le 
pin maritime, les cypres (cupressasees), les hibiscus, les rhus (anacardiacae), les 
dicotyledones, les fougeres, les gymnospermes, les melianthus, les rosasees, les roses,, 
l'eriobotrya japonica (rosaceae), le boussingaultia baselloides, le malva verticillata, 
(malvaceae), les fraisiers, les citrus (rutaeees), la benoite, le blighia sapida (sapindaceae), 
20 l'aubepine, les chataigniers (fragacees), les sumacs (anacardiacees), les myrabolans f 
(combr6tac6es), la bistorte, les legumineuses cesalpinioidees (dividivi, tara, algarobille), les 
legumineuses papilioncees (derris, lonchcarpus, mundelea, tephrosia), le lespedeza, le 
sophora, les polygonacees, les legumineuses, le sarrasin. 

25 On utilise de facon particulierement avantageuse comme source d'acylglycerols des huiles 
vegetales insaturees, en particulier de l*huile d'olive de premiere pression a froid. 

D'une facon generate, on choisira comme source d'acylglycerols utiles selon l'invention une 
huile ou une fraction d'huile contenant une forte teneur en acide oleique, une telle huile 
30 contenant generalement une forte proportion d'acylglycerols utiles selon l'invention. 



A titre d'exemples de telles huiles, on citera: 

- 1-huile d'olive dont la teneur en acide oleique (C18: 1) est comprise entre 60 et 80 %, les 
huiles europeennes etant plus riches en Clg: 1 que les huiles d'Afrique du Nord, 
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- Thuile de tournesol de variete dite hybride tournesol oleique, contenant 83 % de C18:l 
au lieu de 16 % dans Thuile de tournesol normal e, 

- Thuile de carthame de vari6t6 ol&que, contenant de 73 k 80 % de CI 8:1 au lieu de 10 a 
20 % dans la vari&6 linol&que, 

5 - lliuile d'amande contenant de 64 a 82 % de C 1 8 : 1 , 

- Thuile de noisette contenant de 66 a 83 % de CI 8: 1, 

- lliuile d'avocat dont la teneur en CI 8: 1 varie entre 36 et 80 %. 

La fraction contenant des acylglycerols utiles pour preparer les complexes selon Tinvention 
10 peut etre avantageusement prepare k partir de lliuile d'olive de la fa9on suivante : on 
effectue une prepurification de lliuile d'olive en la passant sur une faible hauteur de silice 
(10 a 15 cm), en realisant le vide et en eluant a Taide d'un solvant organique tel que le 
dichloromethane ou un melange de cyclohexane et d'acetate d'ethyle dans des proportions 
96/4 ou tout autre eluant presentant une polarite voisine, de fa?on a isoler les triglycerides 
15 presents dans lliuile parmi lesquels on trouve celui presentant un CI 8 sur le C en position 2 
du glycerol. La silice est ensuite lavee avec de Tacetate d'&hyle afin de recup6rer les 
monoglycerides et les diglycerides int6ressants selon Tinvention, c'est-a-dire ceux 
comportant un acide gras en CI 8 sur le carbone en position 2 dans le groupement glycerol. 

20 La fraction ainsi obtenue est ensuite passee sur une colonne de silice et elu6e avec differents 
gradients de melange acetate d'ethyle/cyclohexane compris entre 10/90 et 100/0 de fa9on k 
separer les differentes families chimiques de lliuile et a r6cup6rer la famille active 
recherch^e. 

25 Les complexes selon Tinvention sont, comme on Ta vu precedemment, aisement fabriques 
par simple melange des trois types de composes d6crits ci-dessus. Ce melange est 
avantageusement realise dans un solvant organique tel que le dichlorom&hane, T6ther, le 
chloroforme, Tacetate d'ethyle, Tethanol, le m61ange est ensuite maintenu a une temperature 
comprise entre 30°C et 40°C pendant une douzaine dlieures, et une dur6e inferieure lorsque 

30 Ton associe une agitation du m61ange. 

On utilise avantageusement des proportions 6quimolaires des deux constituants lipidiques ; 
toutefois, ces conditions ne sont pas critiques, et Ton pourra avantageusement utiliser un 
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exces de sitosterol par rapport a l'acylglycerol dans des proportions de 1 a 50 en fonction de 
la nature du st6rol (24 R on 24 S). 

Le metal (strontium) est utilise a doses tres basses par rapport aux deux autres constituants, 
5 dans un rapport de 1/10 a 1/1 00 exprime en moles par rapport a l'acylglycerol. 

Les differents constituants sont formellement identify par des moyens analytiques adaptes: 

- pour le sitosterol: chromatographic en phase gazeuse, 

- pour l'acylglycerol HPLC avec un detecteur a diffusion de lumiere, sur une colonne de 
10 kromasil CI 8, en presence d'un eluant constitue par exemple d'ac6tonitrile isocratique. 

On pent egalement utiliser la chromatographie en phase gazeuse pour Identification des 
monoglycerides. 

Le pic de masse du complexe n'est generalement pas d6tectable avec les methodes usuelles, , 
15 telles que l'ionisation chimique et l'impact electronique, ce qui pent s'expliquer par le fait , 
que les complexes formes par ces deux constituants avec le metal sont generalement , ; 
instables comme la plupart des complexes organometalliques ayant une activite biologique. , 

Selon un autre de ses aspects, invention conceme l'utilisation des complexes decrits 
20 precedemment en tant qu'agents transporters de cations du strontium, les ligands lies au ; ;„ 
strontium servant a accroitfe la biodisponibilite dudit strontium. 

Une telle application est d'autant plus importante que, d'une fa 5 on generale, 1-homme du 
metier sait que la difficulte d'utilisation therapeutique du strontium pent 6tre liee a sa 
25 toxicite au dela des doses actives. 

Les complexes organometalliques de strontium, decrits selon Invention, permettent 
d'obtenir une activit6 de croissance osseuse au moins equivalente a celle dn dichlorure de 
strontium a des doses de strontium (exprimee en metal) 10, voire 100 a 500 fois plus faibles 
30 que celle utilisee dans le cas du dichlorure de strontium. De plus 1' activite pharmacologique 
est obtenue avec une moindre fixation du strontium dans l'os. On pent alors affirmer qu'a 
ces doses, le strontium sous forme de complexe est denue de toxicite. 
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Les complexes organometalliques decrits dans la presente invention optimisent ainsi la 
biodisponibilite du strontium transport^, permettant son utilisation therapeutique avec une 
efficacite renforcee une toxicite faible ou nulle, ce qui presente un avantage considerable 
par rapport a Petat de la technique. 

5 

Selon un autre de ses aspects, rinvention conceme egalement des compositions 
pharmaceutiques contenant au moins un complexe tel que defini precedemment et un 
vehicule, excipient ou support pharmaceutiquement acceptable. 

1 0 Comme excipient, vehicule ou support pharmaceutiquement acceptable, on peut utiliser tout 
excipient, vehicule ou support bien connu de Phomme de Tart. On peut citer, par exemple, et 
de fa?on non limitative: le lactose, Pamidon de mais, le glucose, la gomme arabique, Pacide 
stSarique ou le stearate de magnesium, la dextrine, le mannitol, le talc, les huiles d'origine 
naturelle riches en acides gras insatur6s essentiels et en sterol. En particulier, si cela s'avere 

15 eventuellement n6cessaire, on peut utiliser d'autres additifs bien comius de Phomme de Tart 
tels que des stabilisants, des dess6chants, des liants, des tampons depH. 

Les compositions de Pinvention peuvent etre administrees de differentes manidres, en 
particulier par voie intramusculaire, sous-cutanee, sublinguale, per os, permuqueuse, 
20 transdermique (en administrant la composition sous forme de patch ou de gel). 

Selon un autre de ses aspects, Pinvention conceme Putilisation des complexes de Pinvention 
pour la preparation d f un medicament destine a etre utilise comme agent r6gulateur ou 
stimulant de la croissance osseuse, en particulier dans le traitement ou la prevention des 
25 deficits ou des dysfonctionnements de la croissance osseuse, notamment dans le traitement 
ou la prevention de Tost6oporose. 

Selon un autre de ses aspects, Pinvention conceme Putilisation des complexes de Pinvention 
pour la preparation d'un medicament destine a Stre utilise pour stimuler la fabrication de 
cellules souches h6matopoietiques, en particulier dans le traitement des pathologies 
30 sanguines s'accompagnant d'un deficit hematopoi&ique, plus sp6cifiquement en 
complement des chimioth6rapies anticanc^reuses. 



Les dosages et les regimes dans lesquels le complexe est administr6 varient selon la 
formulation, le mode d' administration, les conditions et les particularites du sujet h traiter. A 
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titre de comparison, le ranelate de strontium peut etre administre a un animal dans des 
quantites qui varient entre environ 200 et 1 800 mg/Kg/jour. Chez l'homme, la quantite de 
ranelate de strontium necessaire pour obtenir une activite therapeutique est de 2 g/jour. 
Lorsque le strontium est lie au complexe decrit dans l'invention necessaire pour obtenir une 
activte therapeutique sont divisees par 10 a 100, du fait d'une meilleure biodisponibilite du 
metal. 

A cet egard, les termes "traitement" ou "traiter" incluent des traitements aussi bien curatifs 
que prophylactiques. Le complexe selon l'invention peut etre utilise a un stade precoce de la 
maiadie, ou avant l'apparition des premiers symptomes, ou encore a un stade avance de la 
maiadie. 

Dans toutes ces utilisations, on met en application le fait que la biodisponibilite du strontium 
lui-meme connu comme stimulant de la croissance osseuse se trouve accrue du fait de sa 
complexation. 

La complexation conduit dans tous les cas a une exaltation du pouvoir biocatalytique du 
strontium, ce qui permet d'obtenir une activite avec des doses de strontium, 
considerablement diminuees par rapport aux doses habiruellement utilisees. } . 

Selon un autre de ses aspects particulierement important, l'invention conceme egalement des 
produits dietetiques, notamment des produits dietetiques utilisables comme complements 
alimentaires a activite r6gulatrice du metabolisme du calcium et/ou protectrice de la 
degradation osseuse, en particulier de la densite et/ou de la qualite osseuse, incorporant les 
complexes precedemment definis ainsi qu'un mode de preparation de ces produits. 

En effet, etant donne le mode de preparation des complexes decrits precedemment, ils 
peuvent se former aisement par addition, dans une huile riche en acides oleiques (C18: 1), 
de sitosterol ou un extrait veg6tal contenant au moins l'une de ces deux formes de sitosterol 
et d'un sel de metal tel que defini prec6demment. 

Comme on l'a vu precedemment, les teneurs en acide oleique C18: 1 des huiles vegetales 
varient considerablement selon la nature du veg&al et son origine geographique. 
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Pour la preparation des produits dietetiques selon Tinvention, on utilise avantageusement 
une huile vegetale dans laquelle les acides oleiques representent au moins 60 % des acides 
gras. 

5 Selon une variante preferee, on utilisera de lliuile d'olive, de preference de l'huile de 
premiere pression a froid. 

Le sitosterol sera avantageusement introduit sous forme d'un extrait vegetal. On pourra, en 
particulier, utiliser un extrait vegetal du commerce obtenu k partir du soja ou du tall-oil. 

10 

Le produit dietetique est obtenu par simple melange de l'huile, de Textrait vegetal riche en 
sitosterol et du cation de strontium, puis chauffage et 6ventuellement agitation du melange. 

A titre d'exemple de tels produits dietetiques selon Tinvention, on citera les melanges 
15 constitues de: 

100 ml d'huile dont les acides gras ont une teneur d'au moins 60 % en acides oleiques, 
en particulier de l'huile d'olive, 

- 20 g de sitosterol extrait du tall-oil, 

- 2 a 8 g de sel de strontium exprime en poids de m6tal 

20 

Ce produit administre quotidiennement a raison de 5 ml per os permet une meilleure 
regularisation du metabolisme du calcium et une prevention de la degradation osseuse 
(densite et/ou qualite). Un tel traitement dietetique est particulierement indique dans le cas 
des femmes post-menopausees en prevention des fractures vertebrales et osseuses. 

25 

Les exemples suivants sont donn6s a titre purement illustratif de Tinvention. 

EXEMPLES 

30 Exemple 1 : Preparation du complexe selon Pinvention 

1 ,70 g de sitosterol commercial dissout dans 10 ml d'ethanol. 

100 mg d'un melange commercial de 1,2-dioleine et 1,3 dioleine. 

840 mg de strontium sous forme de sulfate solubilise dans 5 ml d'eau purifiee. 

70 ml d'huile de soja. 



13 



Le melange est agite et chauffe pendant 30 minutes. L'ethanol est ensuite 6vapore. 

Pvp.m p1ft 2: Preparation du com plexe selon l'invention 
1,70 g de sitosterol commercial dissout dans 10 ml d'ethanol. 
5 840 mg de strontium sous forme de sulfate solubilise dans 5 ml d'eau purifiee. 

2 ml d'un extrait purifie de mono et diglycerides extraits de l'huile de palme-palmiste (70 a 
80 % d'acide oleique). 

Le melange est agite et chauffe pendant 30 minutes a 35°C. L'ethanol est ensuite evapor6. 

10 Fxem ple 3: Preparation d'une compositi on ph a rmaceu tique selon rinvention 

Une composition pharmaceutique est preparee a partir du complexe forme selon l'exemple 
2. Le produit est introduit dans des capsules gastro-resistantes. Le produit est ensuite 
administre. 

i 

15 Fxem ple 4: Pr e paration d'u n« com position pharmaceutinn e selon Pinvention 

Une composition pharmaceutique est preparee a partir du complexe forme selon l'exemple 
1. Le produit est liquide et se presente sous la forme d'une emulsion. II est pr& a etre 
administr6 per os chez l'homme, ou via la voie IP ou la voie rectale chez l'animal. 

20 Pxem ple 5: Preparation d'une composition ph armaceutiq ue oro-dispersible selon Invention 
Une composition pharmaceutique est preparee a partir du complexe forme selon l'exemple 2 
en rajoutant au melange des excipients adaptes a cette forme pharmaceutique. 

Rxem ple 6: Tests Pharmac ologiques 
25 Le complexe selon l'exemple 4 est evalu6 selon le protocole suivant: 
Administration chez le rat Wistar femelle de poids 200 g. 
Nombre d'animaux: 30. 
Nombre d'animaux par lot: 6 et 8. 

Identification des Lots: Lot #1 = Controle (emulsion huileuse) C (n=6), 

30 Lot #2 = Contr61e Chlorure de Strontium SrCl (n=8) 

Lot #3 = Traite NP05 faible dose NP05-f (n=8) 

Lot #4 = Traite NP05 dose eiev6e NP05-F (n=8) 
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Traitement 

Complexe Teste: 

Principe Actif: 

Preparation: 

Dosage principe actif: 



NP05 (composition fabriquee selon Pinvention, dans laquelle 

varie uniquement la quantite de strontium). 

Strontium. 

selon Texemple 4 

metal Strontium: (mg/kg/i) 



Volume d'administration: 
Voie d'administration: 



C 0 

SrCl 68,2 

NP05-F 68,2 

10 NP05-f 12,15 

2 ml/kg. 
Voie rectale. 

Frequence d'administration: Une fois par jour - toute les 24 heures. 
Duree du traitement : 21 jours. 

Echantillons de tissus 

L'os du femur est preleve, nettoye de ses adherences tendineuses et musculaires, puis 
congele apres euthanasie des aniraaux. 

- Les os sont ensuite soumis a un dosage du strontium par spectrom&rie d'absorption 
20 atomique. 

Le diametre de l'epiphyse du femur est mesure. 
Le dosage du strontium dans les os est realise. 



Les resultats sont rassembles dans les tableaux 1 et 2 suivants. 

25 
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Tableau 1 



Diametre de la tete de I'os (millimetres) 



NP 05 faible dose (12,5 mg/kg) 



Lots I Femur 1 | Femur 2 


T<&mr>ins 


T1 


4 


4 

3,7 


T2 
T3 


3.7 
4.2 


4,2 


T4 


4,2 


4.2 


T5 


4 


4 


T6 


3,9 


4 


Movenne 


4.01 


Ecart-type 


0.05 


Chlorure de Strontium (68.2 mg/kg) 


C1 1 


4 


4 


CI 2 


4 


4 


CI 3 


4 


4 


CI 4 


4 


4 


CI 5 


4 


4 


CI 6 


4 


4 


CI 7 


4 


4 


CI 8 


4 


4,1 


Moyenne 


4.01 


Ecart-type 


0.01 



Stats 


T 


CI 


f 


F 


T 




NS 


s 


S 


CI 


0,968 




TS 


TS 


f 


0,00468 


0.000104 




NS 


F 


0.00429 


0,000139 


0,914 





Test de Student 
T non different de CI 
f non different de F 
fetFdifferents deTet CI 



f 1 


4.3 


4,3 


f 2 


4.3 


4,3 


f 3 


4 


4 


f4 


4,4 


4,4 


f 5 ! 


4.1 


4,1 


f 6 


4.2 


4,2 


f 7 


4 


4 


f 8 


4.4 


4,4 


Moyenne 


4,18 


Ecart-type 


0.04 


NP 05 dose elevee (68,2 mg/kg) 


F1 


4,3 


4,3 


F2 


3.9 


4 


F3 


4.3 


4,3 


F4 


4,4 


4,4 


F5 


4 


4 


F6 


4.4 


4,4 


F7 


4,3 


4,2 


F8 


4,2 


4,1 


Moyenne 


4.25 


Ecart-type 


0.04 
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Tableau 2 



Echantillon 

Tl 
T2 
T3 
T4 
T5 
T6 

Moyenne 
Ecart-type 



DOSAGE CALCIUM 

Concentration 



DOSAGE STRONTIUM 



en Ca (mg/g) 
72,698 
61,893 
78,219 
68,615 
63,916 
61,893 
67,873 
6,604 



Echantillon 

Tl 

T2 
T3 
T4 
T5 
T6 

Moyenne 
Ecart-type 



Concentration 
en Sr (mg/g) 

100,14 

72,83 

86,60 

72,49 

67,84 

70,57 

78,41 

12,48 



Cll 

C12 

C13 

C14 

C15 

C16 

C17 

C18 
Moyenne 
Ecart-type 



77,882 
79,211 
72,946 
57,229 
64,538 
71,630 
70,192 
71,221 
70,606 
7,069 



Cll 

C12 

C13 

C14 

C15 

C16 

C17 

C18 
Moyenne 
Ecart-type 



308,32 
350,27 
306,08 
342,23 
250,72 
241,67 
437,51 
441,82 
334,83 
75,18 



fl 
£2 
f3 
f4 
f5 
f6 
f7 
f8 

Moyenne 
Ecart-type 



84,180 
78,618 
66,324 
62,572 
64,209 
73,896 
60,142 
61,336 
68,910 
8,908 



fl 

f2 

e 

f4 
f5 
f6 
f7 
f8 

Moyenne 
Ecart-type 



176,64 
120,78 
126,75 
102,72 
99,93 
87,04 
109,39 
119,51 
117,84 
27,04 



Fl 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F7 



69,516 
70,165 
72,865 
53,810 
73,689 
56,494 
72,791 



Fl 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F7 



148,20 

194,70 

123,21 

85,91 

190,64 

166,95 

150,51 
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F8 

Moyenne 
Ecart-type 



59,073 

66,050 
8,185 



F8 

Moyenne 
Ecart-type 



141,94 
150,26 
35,52 



Cnmmentaires et resultats : 

Dans cette etude, la duree de 1' administration a ete de 3 semaines, et les animaux traites par 
5 le dichlorure de strontium n'ont eu aucune action sur leur croissance osseuse, en meme 
temps que la fixation du strontium dans l'os etait relativement importante par rapport aux 
animaux temoins (x 4) ; alors que les etudes chez l'animal (Optimizing bone metabolism in 
osteoporosis: insight into the pharmacologic profile of strontium ranelate; Marie PJ ; 
Osteoporos Int 2003 Mar ,14 Suppl 3:9-12) ont demontre sur le modele des rats en 
10 croissance une activite de stimulation de la croissance osseuse lorsque l'on administre aux 
animaux une dose minimum de 68,2 mg de strontium (metal) sous forme de chlorure ou de 
ran61ate pendant une duree de 8 semaines. 

Par contre, les animaux traites pendant seulement 3 semaines par le strontium prepare selon 
l'invention ont eu une croissance osseuse augmentee de facon tres significative par rapport 
15 aux animaux temoins et au lot traite par le dichlorure de strontium. Dans ces deux lots, 
l'activite a ete obtenue avec une moindre fixation du strontium dans l'os ( x 2 pour le lot 
avec le meme dosage en strontium que le lot dichlorure de Sr, et x 1,5 pour le lot six fois 
moins dose en strontium). 
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REVENDICATIONS 

5 1 - Complexes organometalliques susceptibles d'etre obtenus par reaction de: 

- Au moins un cation de strontium, 

- Le sitosterol ou un extrait vegetal en contenant, 

- Au moins un mono-, d'un di- ou d'un triglyceride repondant k la formule (I): 



Cl^OR, 



10 



CHgOF^ 
CH 2 OR 3 



dans laquelle: 

-Rl est un reste d f acide acyle gras en CI 4 a C24 sature ou non, lineaire ou ramifie, de 
Wiydrogene, ou un mono-, un di- ou un tri- galactose ou glucose, 
-R2 est un reste acyle d T acide gras en C2 a CI 8, lineaire ou ramifie, sature ou non, 
15 -R3 est un reste acyle d'acide gras en C14-C24 sature ou non, lineaire ou ramifi6, ou un 
atome d'hydrogene. 

2 — Complexes selon la revendication 1, dans lesquels au moins un des groupements Rl ou 
R3 de la formule (I) ci-dessus est constitu6 d ! un reste acyle d f acide oleique (CI 8: 1 [cis]-9). 

20 

3 - Complexes selon la revendication 1 ou 2, dans lesquels R2 presente une insaturation, de 
preference il represente un reste d'acide ol6ique ou d'un de ses isom^res de position de la 
double liaison (cis-6, 7, 9, 1 1 , 12 et 13) ou d'un de ses isomeres isoramifiSs. 

25 4 - Complexes selon la revendication 1, 2 ouJi, dans lesquels R2 represente un groupe 
acetyl. 

5- Complexes selon Tune des revendi cations 1-4, dans lesquels R3 de la formule (I) 
represente F atome d'hydrog6ne. 



30 
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6- Complexes selon Tune des revendications 1-5, dans lesquels le diglyc6ride est obtenu par 
isolement k partir de l'huile d'olive on une huile riche en acide oleique, ou une fraction 
d'huile riche en acide ol6ique. 

7 - Complexes selon Time des revendications 1-6, dans lesquels le cation de strontium est 
choisi parmi les dihalogenures, plus specifiquement le dichlorure, de strontium, les sulfates, 
les hydrates, des derives organiques de strontium comme les ac6tylacetonates, les 
alcoolates, en particulier le ranelate de strontium, et des complexes de strontium avec des 
solvants organiques. 

8 - Composition phaimaceutique contenant au moins un complexe tel que defini dans Tune 
des revendications 1 a 7 et un vehicule, excipient ou support pharmaceutiquement 
acceptable. 

9 - Utilisation de complexes tels que definis dans Tune des revendications 1-7 pour la 
pr6paration d'un medicament destine a etre utilise comme agent r6gutateur ou stimulant de 
la croissance osseuse, en particulier dans le traitement ou la prevention des deficits ou des 
dysfonctionnements de la croissance osseuse, notamment dans le traitement ou la prevention 
de Tosteoporose. 

10 - Utilisation de complexes tels que definis dans Tune des revendications 1 a 7 pour la 
preparation d'un medicament destin6 a etre utilise pour stimuler la fabrication de cellules 
souches h6matopoY6tiques, en particulier dans le traitement des pathologies sanguines 
s'accompagnant d'un deficit h<§matopoT6tique, plus specifiquement en complement des 
chimiotherapies anticanc6reuses. 

11 - Produits di6tetiques contenant au moins un complexe tel que d6fini dans Tune des 
revendications 1 a 7. 

12 - Produits diet&iques selon la revendication precedente pour la regularisation du 
m6tabolisme du calcium et/ou une prevention de la degradation osseuse (densite et/ou 
quality). 
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